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(54) Title: METHOD FOR IDENTIFYING MICRO-ORGANISMS 

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUM NACHWEIS VON MIKROORGANISMEN 

(57) Abstract 

A method for identifying micro-organisms belonging to various taxes of micro-organisms, as specified in table 1, in a sample which 
can contain a plurality of various micro-organisms of said taxes, by means of nucleic acid hybridization techniques using oligo nucleotides 
with sequence ID. No. 1-62 as probes in order to obtain a hybridization result, whereby at least one hybridization result is obtained for 
each micro-organism to be identified. 

(57) Zusammenfassung 

Verfahren zum Nachweis von in Tabelle 1 angegeben Mikroorganismen verschiedener Taxa in einer Probe, die eine Vielzahl 
von verschiedenen Mikroorganismen dieser Taxa enthalten kann, mittels Nucleinsaurehybridisierungstechniken bei Verwendung von 
Oligonucleotiden mit der Seq. ID. No 1 bis 62 als Sonden, unter Erhalt eines Hybridisierungsergebnisses, wobei fUr jeden nachzuweisenden 
Mikroorganismus mindestens ein Hybrid isierungsergebnis erhalten wird. 
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Verfahren zum Nachweis von Mikroorganismen 



Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zum Nachweis von Mikroorganismen 
verschiedener Taxa in einer Probe, die eine Vielzahl von verschiedenen 
Mikroorganismen enthalten kann. 

Die Identifikation von Mikroorganismen aus komplexen Proben (die mehrere 
unterschiedliche Keime im Gemisch enthalten) ist eine wichtige und schwierige 
Aufgabe, zum Beispiel bei Hygieneuntersuchungen und anderen Vorhaben. 

Die WO-A-97/41253 beschreibt ein Verfahren zum Nachweis von einem 
Mikroorganismus oder mehreren Mikroorganismen in einer Probe, die eine Vielzahl 
von verschiedenen Mikroorganismen enthalt, mittels molekularbiologischer 
Techniken, wie Amplifikationsreaktionen, wobei mindestens eine Hybridisierungs- 
sonde (A), die konservierte Nucleinsauresequenzen in dem oder den interessierenden 
Mikroorganismus(men) anzuzeigen in der Lage ist und mindestens eine 
Hybridisierungssonde (B), die weniger konservierte Nucleinsauresequenzei: in dem 
oder den interessierenden Mikroorganismus(men) anzuzeigen in der Lage ist, zu der 
Probe gegeben werden, mit der MaBgabe, daB pro interessierendem Mikroorganismus 
mindestens eine Hybridisierungssonde des Typs (A) und des Typs (B) vorhanden sein 
muB, sich die Probe in einem hybridisierungsfahigen Zustand befindet und durch ein 
entstehendes Hybridisierungsmuster eine Identifikation des oder der interessierenden 
Mikroorganismen erfolgt. 
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Nachteilig an der geschilderten Methode ist, dafi viele Bakterienarten aufgrund zu 
geringer Sequenzvariationeii im Bereich der ribosomalen Gene, speziell der 16S 
rDNA, haufig Kreuzreaktionen mit den gewahlten Oligonucleotid-Sequenzen zeigen 
und demzufolge nicht voneinander differenziert werden konnen. 

WO-A-96/00298 betrifft ein Verfahren zur simultanen Detektion und Identifikation 
und Differentiation von Eu-Bakterien unter Verwendung eines Hybridisationassays. 
Dabei werden im wesentlichen 16S-23S rRNA Spacerbereiche amplifiziert und die 
erhaltenen Nucleinsauren mit Sonden spezifischer Art hybridisiert. Der Nachteil 
dieser Methode beruht darin, daB der 16S-23S-Spacerbereich bei vielen 
Mikroorganismen kein funktioneller Abschnitt ist und deswegen keinem oder nur 
einem sehr geringen Selektionsdruck unterliegt. Als Folge lassen sich selbst innerhalb 
einer Art in den verschiedenen rDNA-Operonen Unterschiede in den Langen und 
Sequenzen der Spacerbereiche nachweisen, die haufig keinen Bezug zu 
phylogenetischen Zusammenhangen erkennen lassen (T. Hain: Molekulare 
Identifizierung von Streptomyzeten iiber Sequenzanalyse der Spacerbereiche 
ribosomaler RNA-Operone: Diplomarbeit Naturwiss. Fak. Der TU Carolo Wilhemina 
Braunschweig, 1995, 63 S.) und deshalb fur diagnostische Fragestellungen ungeeignet 
erscheinen. Ein weiterer Nachteil besteht darin, daB die Spacersequenzen bisher nur 
bei wenigen Arten untersucht sind und es demzufolge fur sie im Unterschied zu den 
16S rDNA-Sequenzen noch keine ausreichenden Sequenzdatenbanken gibt. Dies 
bedeutet, daB bislang nicht gemigend Sequenzinformationen vorliegen, urn 
Nachweismethoden auf der Basis der Spacerregionen fur die wichtigsten 
Bakterienarten zu entwickeln, selbst wenn der erstgenannte Nachteil beherrschbar 
ware. 

EP-A-0 497 464 Al betrifft einen mikrobiologischen Schnellassay durch in situ 
Hybridisation in waBriger Losung. Dabei werden die Mikroorganismen zunachst mit 
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einer wafirigen Zusammensetzung in Kontakt gebracht, wodurch die 
Mikroorganismen zum einen fixiert und zum anderen die Zellwande fur 
Oligonucleotide durchlassig gemacht werden. Danach werden markierte Nuclein- 
sauresonden zugegeben, die mit bestimmten Nucleotidsequenzen in der zellularen 
Nucleinsaure komplementar sind, so daB sich eine Hybridisierungsreaktion einstellt, 
gefolgt von einer Detektion der hybridisierten Nucleinsaure Dieses Verfahren betrifft 
eine In-situ-Hybridisierungsmethode. Die Erkenntnisse und Methoden sind auf in- 
vitro-Analysen, wie sie bei PCR- und Hybridisierungstests in ReaktionsgefaBen mit 
isolierter Ziel-Nucleinsaure iiblich sind, nicht iibertragbar. In-situ-Methoden haben 
den Nachteil, daB Probenvorbereitung und/oder Testdurchfiihrung, insbesondere was 
den Detektionsteil betrifft, sehr komplizierte und teure Gerate erfordert. 

US-A-5,6 14,361 betrifft ein Verfahren zur Charakterisierung eines unbekannten 
Organismus in einer Probe durch Bestimmung der Position eines Teils oder der 
gesamten konservierten DNA des betreffenden Organismus relativ zur Position von 
Restriktionsendonuclease-Spaltungsstellen in der DNA, wobei sich ein fur einen 
bestimmten Mikroorganismus charakteristisches Muster einstellt. Nachteilig an 
diesem Verfahren ist, dafi die Identifizierung von Organismen anhand ihrer DNA- 
Spaltmuster nach Abbau durch Restriktionsendonucleasen sehr aufwendig ist und die 
Reinkultur der zu analysierenden Organismen verlangt. 

Das der Erfindung zugrundeliegende technische Problem besteht mithin darin, 
zunachst die genannten Nachteile des Standes der Technik zu vermeiden und dariiber 
hinaus auch dem Anwender ein Verfahren an die Hand zu geben, daB es ihm nach 
MaBgabe seiner analytischen Probleme erlaubt, ein Assay- Verfahren zusammen- 
zustellen, daB auf die spezifischen Bedurfhisse eines Analysenproblems zugeschnitten 
ist. 
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Gelost wird dieses Problem durch ein Verfahren mit den Merkmalen des Anspruchs 1. 
Die Unteranspriiche betreffen bevorzugte Ausfuhrungsformen des erfindungsgemaBen 
Verfahrens. 

Uberraschenderweise gewahrleisten die erfindungsgemaBen Oligonucleotide mit den 
Seq. ID. Nr. 1-62 gemaB Sequenzprotokoll eine praxisgerechte Bakterien- 
identifikation. 

Die variablen Regionen ribosomaler Gensequenzen sind haufig benutzt worden, um 
phylogenetische Zusammenhange zwischen unterschiedlichen Arten herzustellen und 
DNA-Sonden bzw. PCR-Startoligonucleotide fiir diagnostische oder analytische 
Zwecke zu entwerfen und zu verwenden. 

Allerdings hat sich hierbei mittlerweile in der Fachwelt die Anschauung durchgesetzt, 
daB die Sequenzen insbesondere der kleinen ribosomalen RNA (16S rDNA von 
Prokaryonten) wenig geeignet sind, um enger verwandte Bakterienarten geschweige 
denn -stamme hinreichend voneinander unterscheiden zu konnen. So schreiben z. B. 
Barry et al. (The 16s/23s ribosomal spacer region as a target for DNA probes to 
identify eubacteria, PCR Methods and Applications 1.(1991) 51 - 56), daB zu wenig 
Sequenzvariationen zwischen den 16S rRNA-Genen von eng verwandten 
Mikroorganismen beobachtet werden. Cilia et al. (Sequence heterogeneties among 
16S ribosomal RNA sequences, and their effect on phylogenetic analyses at the 
species level, Molec. Biol. Evol. 13_(1996) 451 - 461) stellen fest, daB rRNA- 
Sequenzen der kleinen Untereinheit nicht adaquat geeignet sind, um phylogenetische 
Beziehungen zwischen eng verwandten Arten, geschweige denn verschiedenen 
Stammen innerhalb einer Art zu analysieren. Sie zitieren hierzu weitere Autoren (Ash 
et aL, Phylogenetic heterogeneity of the genus Bacillus revealed by comparative 
analysis of small-subunit-ribosomal RNA sequences, Lett. Appl. Microbiol. 13 (1991) 
202 - 206; Rossler et al., 1991; Ruimy et al., 1994). Ahnlich auBern sich Berthier und 
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Ehrlich (Rapid species identification with two groups of closely related lactobacilli 
using PCR primers that target the 16S/23S rRNA spacer region. Ferns Microbiol. 
Letters IM (1998) 97 - 106). rRNA-Sonden eng verwandter Arten konnen aufgrund 
dcr hohen Ahnlichkeit der rRNA-Sequenzen nicht verwendet werden. Sie zitieren 
hierzu weiterhin Fox et al. (How close is close: 16S rRNA sequence identity may not 
be sufficient to guarantee species identify, Int. J. Bacterid. 42 (1992) 166 - 170), 
Schlcifcr ct al. (Application of molecular methods for the classification and 
identification of lactic acid bacteria, Int. Dairy J. 5 (1995) 1081 - 1094) und Curk et al. 
(Lactobacillus paraplantarum sp. Nov., A new species related to Lactobacillus 
plantarum, Int. J. Syst. Bacterid. 46 (1996) 595 - 598. 

Das erfmdungsgemaBe Verfahren erlaubt auch eine simultane Erfassung und 
simultanen Nachweis von Mikroorganismen verschiedener Taxa in einer Probe, die 
eine Vielzahl von verschiedenen Mikroorganismen enthalten kann. Unter dem Begriff 
"Taxon" werden Familien, Gattungen, Arten und Unterarten von Mikroorganismen 
verstanden. 

Basis fur das erfmdungsgemaBe Verfahren ist die Anwendung von 
Nucleinsaurehybridisierungstechniken. Dabei werden Hybridisierungssonden 
eingesetzt, die mit DNA oder RNA, die indikativ fur Mikroorganismen sind und aus 
den nachzuweisenden Organismen stammen, in Wechselwirkung treten. Ist die 
Konzentration an nachzuweisender Nucleinsaure zu gering, konnen gegebenenfalls 
Amplifikationstechniken zur Erhohung der Konzentration eingesetzt werden. Durch 
Hybridisierung der Sonden mit der DNA oder RNA wird ein Hybridisierungsergebnis 
erhalten. Erfindungsgemafl ist dabei wesentlich, daB fur jeden nachzuweisenden 
Mikroorganismus zunachst mindestens ein Hybridisierungsergebnis erhalten wird. 
Dies kann insbesondere durch das in der WO-A-97/41253 beschriebene Verfahren 
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erfolgen. Auf den Gegenstand der WO-A-97/41253 wird ausdriicklich Bezug 
genommen. 

Als Sonden werden erfmdungsgemaB Oligonucleotide eingesetzt, die einer der mi 
Sequenzprotokoll mit den Seq. Id. Nr. 1 - 62 ausgewiesenen Sequenzen besitzt. Dabei 
kann erfmdungsgemaB sowohl das gesamte Ensemble der Oligonucleotide mit den Nr. 
1 - 62 eingesetzt werden oder aber der Anwender sucht die zu seinem 
Nachweisproblem zugehorigen Oligonucleotide mit der MaBgabe der Zuordnung 
gemaB Tabelle 1 aus. Erfindungswesentlich ist, daB die Tabelle 1 angibt, welche der 
genannten Oligonucleotidsequenzen indikativ fur das betreffende Taxon ist. 



Tabelle 1 : Experimented Untersuchungen artifizieller Gemische 



Diagnostische 
Fragestellung: 
Familien-, Gattungs-, 
Gruppenebene 


Oligo- 

nucleotid 

1 




Oligo- 

nucleotid 

2 




LUlgO- 

nucleotid 
3 




nucleotid4 




Acinetobacter spp 1} 


Ac.anlr 


P 














Acinetobacter spp 2) 


Ac.xxlr 


P 














Aeromonas spp. 3) 


Ae.calr 


P 














Alcaligenes spp. 4) 


Al.xxlr 


P 


Al.xx2r 


P 










Campylobacter spp. 5) 


Ca.jelr 


P 














Listeria spp. 


Li.mo2r 


P 


Ba.la grlr 


P 










Enterobakterien 6) 


Gamma Ir 


































Diagnostische 
Fragestellung: 
Artenebene 


Oligo- 

nucleotid 

1 




Oligo- 
nucleotid 

2 




Oligo- 
nucleotid 

3 




Oligo- 
nucleotid4 




Acinetobacter junii 


Ae.calr 


P 


En.aelr 


P 


Br.th2 


P 






Aeromonas hydrophilia 


Ae.hylr 


P 


Ae.hy2r 


P 










Aeromonas salmonicida 


Ae.salr 


P 


Ed.talr 


P 


En.cBr 


P 






Aeromonas schubertii 


Ae.sclr 


P 


Pr.vu3r 


P 


Ed.talr 


P 






Alcaligenes faecalis 


Al.fa2r 


P 














Bacillus cereus 


Ba.ce grlr 


P 


Ba.ce gr2r 


P 


Ba.ce/stpl 
r 


P 






Bacillus subtilis 


Ba.su2r 


P 














Brochothrix thermosphacta 


Br.th3r 


P 


Br.th2r 


P 
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Carnobacterium divergens 


Ca.dilr 


P 












— 


Carnobacterium galinarum 


Ca.pi/galr 


P 














Carnobacterium piscicola 


Ca.pi/galr 


P 














Citrobacter freundii 


Ci.fr2r 


P 


Ci.fr3r 


P 


Ci.fr5r 


P 


Sa.ty2r 


P 


Clostridium perfringens 


Cl.pelr 


P 














Edwardsiella tarda 


Ed.talr 


P 


Gamma lr 


P 










Enterobacter aerogenes 


En.aelr 


P 


Gamma lr 


P 










Enterobacter cloacae 


Enxl3r 


P 


Sa.ty2r 


P 


Gamma lr 


P 






Escherichia coli/S. spp. 


Es.co2r 


P 


Es.co3r 


P 


Gamma lr 


P 






Flavobacterium breve 


Fl.br2r 


P 


En.cBr 


P 


Fl.brlr 


P 






Flavobacterium odoratum 


Fl.odlr 


P 














Hafhia alvei 


Ha.al2r 


P 














Klebsiella oxytoca 


Kl.ox3r 


P 


Gamma 1 


P 










Lactobacillus paracasei 


La.palr 


P 


La.pa2r 


P 










Microbacterium lacticum 


Mi.la2r 


P 


Mi.xxlr 


P 










Moraxella bovis 


Mo.bolr 


P 


Mo.ca2r 


P 










Pediococcus damnosus 


Pe.da/palr 


P 














Plesiomonas shigelloides 


Pl.shlr 


P 














Pseudomonas aeruginosa 


Ps.aelr 


P 














Ralstonia pickettii 


Ra.pilr 


P 


Ra.pi2r 


P 










Salmonella Typhimurium 


Sa,ty2r 


P 


Sa.xx5r 


P 










Serratia marcescens 


Se.malr 


P 














Staphylococcus aureus 


St.au2r pre 


P 


St.au/halr 


P 


Ba.ce/Stpl 
r 


P 






Streptococcus agalactiae 


Str.aglr 


P 


Br.th2r 


P 










Vibrio vulnificus 


Vi.vulr 


P 


Vi.vu2r 


P 










Yersinia enterocolitica 


Ye.enlr 


P 


Gamma lr 


P 











,} Acinetobacter anitra (DSM 30008), Acinetobacter baumannii (DSM 30007), 
Acinetobacter haemolyticus 

2) Acinetobacter baumannii (DSM 30007), Acinetobacter baumannii (DSM 1139), 
Acinetobacter calcoaceticus (DSM 30006), Acinetobacter haemolyticus 

3) Aeromonas caviae, Aeromonas enteropelogenes 

4) Alcaligenes denitrificans, Alcaligenes faecalis 

5) Campylobacter Spezies 

6) Citrobacter freundii, Edwardsiella tarda, Enterobacter aerogenes, Enterobacter 
cloacae, Escherichia coli/S.spp., Hafnia alvei, Klebsiella oxytoca, Plesiomonas 
shigelloides, Salmonella Typhimurium, Serratia marcescens, Vibrio vulnificus, 
Yersinia enterocolitica 

P bedeutet "positiv" 
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Die Tabelle 2 stellt die Konkordanz zwischen den Oligonucleotiden und 
Bezeichnung gemaB Tabelle 1 her. 

Als Starteroligonucleotid wurde 10-30f mit der Sequenz 

GAG TTT GAT CCT GGC TCA G verwendet (Seq. Id. Nr. 62). 



Tabelle 2 



IF* XI r 


A hi: i i m in p 


1 

1 . 


Ac anlr 


Z. 


Ar calr 


-2 


Ar xx 1 r 

Av.AA A l 


A 

H. 


Ae cal r 


D. 


/-vc.iiy ii 


O. 


Ap Viv Or 


/. 


A (* CCt 1 1* 

AC.ball 


o 
o. 


Ap Qc1t 


y. 


A1 fp?r 


lU. 


A 1 YY 1 T 


11. 


Al.xx2r 


12. 


Ba.ce gr2r 


13. 


Ba.ce/sQ)lr 


14. 


Ba.ce grlr 


15. 


Ba.la grlr 


16. 


Ba.su2r 


17. 


Br.th2r 


18. 


Br.th3r 


19. 


Ca.dilr 


20. 


Cajelr 


21 


Ca.je2r 


22. 


Ca.je3r 


23. 


Ca.pi/galr 


24. 


Ci.fr2r 


25. 


Ci.fr3r 


26. 


Ci.fr5r 


27. 


Cl.pelr 


28. 


Ed.talr 


29. 


En.ae2r 



Sequenz 5 '-3' 

CAC TAT CTC TAG GTA TTA ACT AAA GT 

AGG TAT TAA CTT CAG TAG CC 

CGA GTA ACG TCC ACT ATC TG 

CCA GCA GAT ATT AGC TAC TG 

TTG ATA CGT ATT AGG CAT CA 

GTT GAT ACG TAT TAG GCA TCA 

TTG ACA CGT ATT AGG CGC 

TGG CAG GTA TTA ACC ACC A 

TCT CGT ATT AGG AGA TAC CTT 

TAC TGG GCA CGT TCC GAT AT 

ATA TCG GCC GCT CCA ATA GT 

TAC CGT CAA GGT GCC AGC T 

CCA TGC GGT TCA AAA TGT T 

CCA GCT TAT TCA ACT AGC 

CGG AAA CCC TCC AAC A 

ACC GCC CTA TTC GAA CGG T 

AGC GCG GGT CCA TCT CAC 

CAT CTT ATG ATG TTC AGC ACA 

CC ATG CGG TCA CTT GAA AT 

AG TGT CAT CCT CCA 

ATT CTT CCC TAA GAA AAG GAG 

CGT CAG AAT TCT TCC CTA AG 

TCA TGC GAT TCC TGA AAC 

GT AAC GTC AAT GGC TGA GGT 

TT CTC TGG ATG TCA AGA GT 
CC AAG GCA TCT CTG CCA AG 
CC TTT GGT TGA ATG ATG 
CC CGT ATC TCT ACA GGA 
GAG TAA CGT CAA TCG CCA AG 
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ID-lNr. 


Abkiirzung 


Q a/1110117 ' *5 

oecjueiiz d -j 


30. 


T7— /%1A- 

fc,n.cijr 


Ap. pff. TTA PPP PAP PTA PT 

/\VJ V-/V-/VJ 1 1 -*A V//AV-/ V-/ X V> J. 


31. 


Es.co2r 


r.pA a AH PTA TTA ACT TTA PTC 

VjV^//\ /VrVVJ VJ 1 /A 1 1 / v AV-/ 1 XX /A v-' X V^ 


32. 


Es.co3r 


p T TA APn TPA ATP AGP AAA GG 

VJ 1 /A /AV^VJ 1 V^/A /A. X VJ /ivj Vx rY/ix\ vj vj 


33. 


r j . or i r 


TA rnr atg ppt atp CTA CT 

1 /A V^VJV-/ /A. 1 VJ V^V^ i r\ i v^ x v-» x 


1 A 

34. 


ri.Drzr 


Tf t r.TA ppT TCA OCT ACT TA 

X VJ VJ X A. V-/V> 1 1 V_/oV \Jv^ -t ii^/ a x j v 


35. 


rl.OQir 


rpA TrtPi AGP ATT AAT PPG AA 

V>V/./A 1 VJVJ /AVJ V* A X I A/a l v^v-/VJ /in 


36. 


Gamma 1 


a AH PTP PPP PTP TTT GGT 

/Vr\vj VJ x V-« V/V/V/ v^ i V-/ i i i vjvj x 


37. 


ria.aizr 


pt a ap OTP a AT PAP TGT GG 

VJ 1 f\f\K^> VJ 1 \s /A /A 1 V^/AV/ i vj i vjvj 


38. 


isJ.oxor 


ppt a ap ptp a at GAA TAA GGT 

VJVJ 1 /Vr\V_y VJ 1 V> rVrv 1 VJ^V/i. x J»Jv vjvj x 


39. 


La.palr 


r*A A PAP TTA PTP TGP PGA PPA 

V^/\_rV V^/AVJ 1 1 /A V/lv- 1 VJ v,/ v^VJ/A v/vrv 


40. 


La.pa2r 


tta ppp PAT PTT TPA GPP A 

X 1 /A V^/VjV/ V^xA 1 v^ ill V_--/v vJv/V / v 


A 1 

41 . 


Li.moz r 


PA A PPA PTT APT PTT AT 

V>/\/A VJV^/A VJ 1 1 Av^ 1 V^ X 1 /\ 1 


A 1 

42. 


Mi.iazr 


AT TTP TPP PPP GTT PTP GT 


43. 


Mi.xxlr 


A TT TPT PPP PPP TTP TPG 
J\ 11 l V_/ 1 VjvJv^ v^v^vj l l v/ i vj 


44. 


Mo.bolr 


PTA TPT PTA GPG AAT TPT TGG 

V^ 1 /A 1 L 1 V^ 1 /v VJV^-VJ xA/A 1 lV^l 1 VJ VJ 


45. 


Mo.ca2r 


r:r:x a at ptp APP PPT TAT G 

Vjvj 1 /Vr\v^ vj l v_^ /a vjvj vjv> i i r\ i vj 


46. 


re.aa/pair 


'rnn ata PPP TPA PTP PAT GAG 

1 VjVj /\ 1 /A V^V_^VJ 1 V-//A V/ J VJ V-^^A. 1 VJ/AVJ 


47. 


r>i «u i — 

rl.snlr 


r^r^A PTA PPT ATT AAPTAPTGA 

V_>V_//\ V_/ 1 /V VJVJ 1 /A 1 1 /VAV/ 1 /A.VJ 1 VJ/A 


48. 


Pr.vu3r 


a ap ppp TPP TTT PPT PPP T A 

/A/\V_x V^V>V_, 1 VJV^ 111 VJVJ 1 V-A_VJ X/A 


49. 


Ps.aelr 


ppp TAP TPT APP TPA PT 
V^V^Vj 1 /\V_^ 1 w 1 AVJV/ 1 v^/A VJ 1 


50. 


Ra.pi 1 r 


PPT ATT A AP PAP AGP PAT 

VjVj 1 /A 1 1 AAL V^/A.VJ A.VJV/ V^JTV 1 


51. 


T) n v%4'jf 

Ka.pizr 


TAP PPP TPP APT PAP PA 

1 /AVJ V^V^VJ 1 VJ V^ <rAVJ 1 Vw/AV V^/v 


52. 


,5a.ty2 r 


PTp, ppp TTA TTA APP APA APA 

V_, 1 VJ VvVJVJ 1 1 /A 1 1 A AV/V/ /AV/A -Tv\ — J*. 


53. 


Sa.xx5r 


App AAT PPA TPT PTP PAT TP 
AL/C J\J\ 1 v^V^/A 1 L/ 1 V/l VJ vJ^A. i IV-/ 


54. 


"be.malr 


ATP A PP PTA TTA APP TPA PPA 
/a 1 Vj /vVjv/ Vj 1 a i i /a /avjv^ x v^/a v^v^^ta 


55. 


bt.au/nalr 


p T p,p tpt A TP TPT* APA PTT P 

VjVJV^ IV^l AIL/ /A VJ/A VJ 1 1 VJ 


56. 


ot.auzr pre 


PTP PAP APT TAP TTA PAC ATA 

VJ 1 VJ Vv-zAV/ /A.VJ 1 1 Av 1 X / vAv a -* »- 


57. 


Str.aglr 


ATT TTC CAC TCC TAC CAA C 


58. 


Str.ag3r 


CCG TTT CCA AAG CGT ACA AT 


59. 


Vi.vulr 


GCT AAC GTC AAA TGA TAG TGC 


60. 


Vi.vu2r 


GCT AAC GTC AAA TGA TGC CGC 


61. 


Ye.enlr 


AAC AAC GTA TTA AGT TATTGG 


62. 


l0-30f 


GAG TTT GAT CCT GGC TCA G 



Vorzugsweise wird erfmdungsgemaC eine weitere Hybridisierung mittels mindestens 
einer Hybridisierungssonde durchgeffihrt, die von der ersten Hybridisierungssonde 
unterschiedlich ist, aber auch eine der Seq. ID Nr. 1 - 61 aufweist. Dies ffihrt dann 
entweder zum Auftreten oder zum Ausbleiben von Kreuzreaktionen. Diese 
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Information kann dann zur eindeutigen Identifikation der Mikroorganismen oder eines 
Mikroorganismenensembles in einer Probe heranzogen werden. 

Vorteilhaft am erfindungsgemaBen Verfahren ist mithin die Moglichkeit, in 
eindeutiger Weise bestimmte Mikroorganismen allein oder ein Ensemble von 
Mikroorganismen simultan zu bestimmen. Die Auswertung der Hybridisierungs- 
ergebnisse kann dann beispielsweise durch eine zweidimensionale Auftragung der 
Hybridisierungsergebnisse erfolgen. Es ergibt sich dabei ein bestimmtes 
Hybridisierungsmuster, welches indikativ fur ein bestimmtes Mikroorganismen- 
ensemble ist. Solche Muster konnen z.B. in Datenbanken abgelegt werden. 
Insbesondere bei Reihenuntersuchungen konnen solche Muster abgefragt werden und 
zur schnellen und sicheren Identifizierung eingesetzt werden. Das erfindungsgemaBe 
Verfahren eignet sich mithin insbesondere fiir automatisierbare Untersuchungen. 

Vorzugsweise erfolgt eine Detektion der Kreuzreaktion raumlich und/oder zeitlich 
oder durch verschiedene Markierungen der Sonden. 

Vorzugsweise kann die raumliche Anordnung der Hybridisierungsergebnisse auf 
einem Substrat erfolgen. Als Substrate kommen beliebige, in der Molekularbiologie 
gebrauchliche Tragersysteme in Betracht, wie beispielsweise Mikrotiterplatten, 
Blotting-Papiere, Spezialmembranen oder DNA-Chips. 

Eine zeitliche Auflosung der Kreuzreaktion bietet sich bei DurchfluBverfahren an. Es 
werden der Probe sequentiell Hybridisierungssonden zugesetzt und deren 
Wechselwirkung mit in der Probe enthaltener Nucleinsaure untersucht. 

Alternativ kann auch bei einer statischen Analyse durch Wahl geeigneter 
Markierungsreagenzien eine zeitliche Aufiiahme der Hybridisierungsergebnisse in 
Mustern erfolgen. Beispielsweise ist dies moglich durch Verwendung von Farbstoffen 
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unterschiedlicher spektraler Charakteristika oder von Fluoreszenzmarkern mit kurzer, 
unterschiedlicher oder zeitversetzter Lebensdauer. Auch die in zeitlicher Abhangigkeit 
aufgenommenen Hybridisierungsmuster konnen in Datenbanken abgelegt werden und 
dann bei Abgleich mit einer aktuellen Probe als Hinweis fur den mikrobiologischen 
Zustand dieser Probe dienen. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind mithin auch Oligonucleotide mit denen 
in Seq. Id. Nr. 1 - 61 wiedergegebenen Sequenzen. 

Die erfindungsgemaBen Oligonucleotide konnen insbesondere in Form von Kits 
zusammen mit Hilfsmitteln zur Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens 
angeboten werden. In vorteilhafter Weise sind dabei die Oligonucleotide auf einem 
Substrat angeordnet. Die Anordnung kann insbesondere in festen Zuordnungen 
erfolgen, so daB bei positiver Hybridisierung eine Detektion auf einem Substrat 
jeweils an einer standardisierten gleichen Stelle erscheint, was eine Automatisierung 
der Auswertung erleichtert. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren wird anhand der folgenden Beispiele naher 
erlautert. 

Bei spiel 1 

Voranreicherung und Extraktion der Mikroorganismen 

Zur Voranreicherung werden 100 ml des Probenmaterials mit 300 ml nicht 
selektivem Flussigmedium (CASO-Bouillon), versetzt und fur 4 - 18 h im 
Brutschrank bei 28 - 37°C (abhangig von den Zielorganismen) bebriitet. 
AnschlieBend erfolgt die Entnahme von 1,5 ml dieser Flussiganreicherung fur die 
nachfolgende Extraktion der DNA. Diese Losung wird fur 2 min bei 8000 g 
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zentrifugiert, der entstandene Uberstand verworfen und das Sediment (Pellet) in 100 
ul Puffer 1 (2 mg/ml Lysozym, 20 pg/ml Lysostaphin, 100 mM Tris/HCl pH 7,2 - 
7,4, 2 mM CaCl 2 , 4 % Saccharose-Losung, Proteinase K-L6sung (20 mg/ml H 2 0)) 
resuspendiert. Danach erfolgt die Zugabe von 20 ul RNase A-L6sung (20 mg/ml in 
Natriumacetatpuffer, pH 5,2) und Vermischung der Suspension auf dem Schuttler. 
Im AnschluB daran wird das Gemisch fur 10 min bei 60°C im Schuttelwasserbad 
inkubiert. Anschliefiend werden dieser Losung 100 ul Puffer 2 (10% SDS-Losung, 
1,5 mM EDTA) zugegeben und nochmals fur 10 min bei 60°C im 
Schuttelwasserbad inkubiert. Die Reinigung der DNA erfolgt mittels DNA- 
Reinigungssaulen (QIAamp von QIAGEN). Hierzu wird die Losung mit 200 ul 
Bindungspuffer (AL-Puffer QIAGEN) und 200 ul absolutem Alkohol versetzt und 
auf dem Schuttler gut durchmischt. Das gesamte Volumen wird anschlieBend auf 
cine Reinigungssaule (in einem Leertube fixiert) gegeben und fur lmin bei 8000 g 
zentrifugiert. Das Zentrifugat wird verworfen, die Reinigungssaule in ein neues 
Leertube gegeben und mit 500 pi Waschpuffer (AW-Puffer von QIAGEN) 
beschickt. Es folgt eine erneute Zentrifugation fur lmin bei 8000 g und Verwerfen 
des entstandenen Zentrifugates. Danach werden 200 pi H 2 0 (auf 60°C vorgewarmt) 
zugegeben und fur lmin bei 8000 g zentrifugiert. Die auf diesem Wege eluierte 
DNA kann nun fur die nachfolgende Identifizierung mittels PCR herangezogen 
werden. 

Identifizierung der Mikroorganismen mittels PCR 

Zur Durchfuhrung der PCR werden folgende Reaktionskomponenten miteinander 
vermischt: 
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10 x PCR-Puffer (0,1 % Tween, 660 mM Tris/HCl pH 8,8, 166 mM (NH 4 ) 2 S0 4 



5,0 ul 

MgCl 2 (25 mM) 5 >° ul 

dNTP's (je 2 mM) 5 >° H 1 

Taq-Polymerase (5 U/ul) °> 2 ul 

DNA-Template (0,2 ng/ul) 5,0 ul 

Primer A (30 pmol) h0 \d 

Primer B (30 pmol) ^O" 1 

H 2 0 27 > 8 ^ 



Die Amplification der Ziel-DNA (Target-DNA) erfolgt in einem Thermocycler 
(GeneAmp PCR System 9700 von Perkin Elmer) mit vorzugsweise beheiztem 
Deckel. Hierbei wird die DNA zuerst fur 5 min bei 94°C denaturiert und 
anschlieBend fur 30 Zyklen unter folgenden Bedingungen amplifiziert: 

30 sec 94°C Zyklus-Denaturierung 

15 sec 56°C Primer-Hybridisierung („Annealing„) 

20 sec 72°C Elongation („Extension„) 



Zum AbschluB des PCR-Programmes erfolgt eine nochmalige Elongation bei 72°C 
fur lmin. 

Die Auswahl der Starteroligonucleotide (Primer) bestimmt letztendlich die 
Taxonspezifitat der PCR-Amplifikation und ermoglicht somit die Identifizierung der 
in der Probe vorhandenen Bakterien. Hierbei kann der Primer A sowohl zur 
taxonspezifischen Hybridisierung an einen variablen Bereich der Ziel-DNA, als 
auch zur breitbandspezifischen Hybridisierung an einen in alien Bakterien 
homologen Sequenzbereicb dienen. Hingegen hybridisiert Primer B an einen 
artspezifischen Sequenzbereicb der Bakterien-DNA und ist somit der entscheidende 
Faktor zur Bestimmung der Spezies/Gattung oder Gruppe. Fur jeden 
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nachzuweisenden Organismus werden die jeweils benotigten Starteroligonucleotide 
A und B benotigt. 

Beispiel 2: Milch 



Bei den zum Nachweis in Milch relevanten Bakterien handelt es sich in erster Linie 
urn folgende Gattungen/Spezies: 



E. coli 

Campylobacter spezies 
Listeria spezies 
Salmonella spezies 



Zur Identifizierung der oben genannten Bakterien werden die nachfolgend 
aufgefuhrten DNA-Starteroligonucleotide herangezogen: 

Gattung/Spezies Starteroligonucleotid A Starteroligonucleotid B 



E.coli 1 0-30f (Seq. ID. Nr. 62) Es.co3r (ID-Nr. 32) 

Campylobacter spezies 10-30f Cajelr (ID-Nr. 20) 

Listeria spezies 10-30f Li.mo2r (ID-Nr. 41) 

Salmonella spezies 10-30f Sa.xx5r (ID-Nr. 53) 
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Beispiel 3: Wasser 

Bei den zum Nachweis in Wasser relevanten Bakterien handelt es sich in erster 

Linie urn folgende Gattungen/Spezies: 

E.coli 

Enterobacter aerogenes 
Klebsiella oxytoca 
Pseudomonas aeruginosa 
Enterobakterien 6) 

Zur Identifizierung der oben genannten Bakterien werden die nachfolgend 
aufgeftihrten DNA-Starteroligonucleotide herangezogen: 

Gattung/Spezies Starteroligonucleotid A Starteroligonucleotid B 

E.coli 10-30f Es.co3r (ID-Nr. 32) 

Enterobacter aerogenes 10-30f En.ae2r (ID-Nr. 29) 

Klebsiella oxytoca 10-30f Kl.ox3r (ID-Nr. 38) 

Pseudomonas aeruginosa 10-30f Ps.aelr (ID-Nr. 49) 

Enterobakterien 6) 10-30f Gamma 1 r (ID-Nr.36) 

6) Citrobacter freundii, Edwardsiella tarda, Enterobacter aerogenes, Enterobacter 
cloacae, Escherichia coli/S.spp., Hafhia alvei, Klebsiella oxytoca, Plesiomonas 
shigelloides, Salmonella Typhimurium, Serratia marcescens, Vibrio vulnificus, 
Yersinia enterocolitica 
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Beispiel 4 : Fur unterschiedliche in der Praxis vorkommende Proben wurden 
artifizielle Gemische im Experiment untersucht (Tabelle 2) 

Haufige Fragestellungen in der Praxis erfordern vielfach eine Identifizierung von 
ganz bestimmten Keimen oder eines reduzierten Artenspektrums. Dies liegt in den 
ganz unterschiedlichen Wachstumsanforderungen der Bakterien begriindet, das 
heiBt, dafi nicht alle Bakterienarten gleichsam in unterschiedlichen Proben wachsen 
oder leben konnen. Hieraus ergibt sich fiir Untersuchungen an Proben haufig die 
Bestimmung ganz bestimmter Bakterienarten, -gattungen, oder -gruppen (Beispiele 
2 und 3). In Tabelle 1 sind Identifizierungen von Organismen dargestellt, die in 
ganz unterschiedlichen artifiziellen Gemischen hinsichtlich dieser Pramisse gepriift 
und einwandfrei bestimmt werden konnten. 

Zur Identifizierung werden die Amplifikate der PCR-Reaktion auf ein 1 % 
Agarosegel aufgetragen und bei 5 - 6 V/cm Elektrodenabstand im elektrischen Feld 
durch Horizontalgelelektrophorese aufgetrennt. AnschlieBend wird das Agarosegel 
fur lOmin in einer 0,5 jxg/ml Ethidiumbromid/TAE-Puffer-L6sung gefarbtund unter 
einem UV-Transilluminator bei 254 nm photodokumentiert. 

Die entwickelten Starteroligonucleotide weisen die genannten Bakterien auch in 
Mischproben hochspezifisch nach. Sofem eine Probe eine oder mehrere der 
gesuchten Bakterien enthalt, wird dies durch eine Bande mit definierter GroBe auf 
dem Elektrophoresegel sichtbar. 
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Anspruche 

Verfahren zum Nachweis von in Tabelle 1 angegebenen Mikroorganismen 
verschiedener Taxa in einer Probe, die eine Vielzahl von verschiedenen 
Mikroorganismen dieser Taxa enthalten kann, mittels Nucleinsaurehybri- 
disierungstechniken bei Verwendung von Oligonucleotiden mit der Seq. ID. 
No 1 bis 62 als Sonden, unter Erhalt eines Hybridisierungsergebnisses, wobei 
fur jeden nachzuweisenden Mikroorganismus mindestens ein 
Hybridisierungsergebnis erhalten wird. 

Verfahren nach Anspruch 1, wobei mittels einer Kreuzreaktion durch 
Zugabe mindestens einer zweiten von der ersten Sonde verschiedenen 
Hybridisierungssonde, die ausgewahlt ist aus der Gruppe der Oligonucleotide 
mit den Seq. ID No 1 bis 62 nach MaBgabe der in Tabelle 1 erfolgten 
Zuordnung, eine eindeutige Identifizierung des nachzuweisenden 
Mikroorganismus oder Gruppe von Mikroorganismen erfolgt. 

Verfahren nach Anspruch 2, wobei eine Detektion der Kreuzreaktion 
raumlich und/oder zeitlich aufgelost erfolgt. 

Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB die Detektion 
durch Verwendung unterschiedlicher Markierungen der Hybridisierungs- 
sonden erfolgt. 

Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Hybridisierungsergebnisse auf einem Substrat angeordnet 
sind. 
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6. Verfahren nach Anspruch 5, wobei die auf dem Substrat angeordneten 
Hybridisierungsergebnisse ein fur die nachzuweisenden Mikroorganismen 
charakteristisches Muster ergeben. 

7. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das Hybri- 
disierungsergebnis in Abhangigkeit von der Zeit aufgenommen wird. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB das zeitlich 
aufgenommene Hybridisierungsmuster spezifisch fiir die nachzuweisenden 
Mikroorganismen oder ein Ensemble von Mikroorganismen ist. 

9. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB ein 
Hybridisierungsmuster durch Aufhahme von Hybridisierungsergebnissen 
erstellt wird, die durch Sonden mit unterschiedlicher Markierung erstellt 
werden. 

10. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB das Substrat ein 
DNA-Chip ist. 

1 1 . Substrat mit mindestens einer Art von Oligonucleotiden gemaB Seq. ID. No 
1 -61. 

12. Substrat nach Anspruch 11, wobei das Substrat als DNA-Chip ausgebildet 
ist. 
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13. Kit enthaltend mindestens ein Oligonucleotid mit der Seq. Id. No 1 - 62, ggf. 
auf mindestens einem Substrat nach einem der Anspriiche 1 1 oder 12 sowie 
Hilfsmittel zu Durchfuhrung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 
10. 

14. Oligonucleotide mit den in Seq. Id. Nr. 1 - 61 wiedergebenen Sequenzen. 
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3. I 1 ClaimsNos.: 
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See supplemental sheet 
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1-14 
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The International Searching Authority has found that this international application contains 
multiple inventions, as follows: 

1. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 1), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

2. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 2), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

3. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 3), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

4. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 4), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

5. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 5), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

6. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 6), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

7. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 7), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

8. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 8), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

9. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 9), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

10. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 10), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

11. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 1 1), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 
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12. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 12), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

13. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 13), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

14. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 14), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

15. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 15), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

16. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 16), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

17. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 17), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

18. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 18), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

19. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 19), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

20. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 20), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

21. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 21), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

22. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 22), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

23. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 23), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

24. . Claims Nos. 1 ,5-14 (in part) 
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Oligonucleotide (Seq. ID. No. 24), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

25. .Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 25), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

26. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 26), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

27. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 27), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

28. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 28), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

29. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 29), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

30. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 30), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

3 1 . Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 31), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

32. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 32), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

33. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 33), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

34. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 34), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

35. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 35), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

36. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 36), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 
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37. Claims Nos. 1 ,5- 1 4 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 37), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

38. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 38), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

39. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 39), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

40. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 40), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

41 Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 41), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

42 Claims Nos. 1 ,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 42), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

43. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 43), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

44. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 44), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

45. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 45), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

46. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 46), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

47. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 47), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

48. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 48), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

49. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 
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Oligonucleotide (Seq. ID. No. 49), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

50. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 50), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

5 1 . Claims Nos. 1 ,5- 1 4 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 51), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

52. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 52), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

53. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 53), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

54. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 54), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

55. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 55), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

56. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 56), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

57. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 57), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

58. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 58), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

59. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 59), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

60. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 60), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

61. Claims Nos. 1,5-14 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 61), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 
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62. Claims Nos. 1,5-10, 13 (in part) 

Oligonucleotide (Seq. ID. No. 62), identification methods which use this oligonucleotide and 
substrates and kits which contain this oligonucleotide. 

63. Claims Nos. 2-4 (in full); 1, 5-13 (in part) 

Specific and cross-reactive, non specific 16S RNA probe combinations, as cited in table 1, 
identification methods using these probe combinations and substrates and kits containing 
these probe combinations. 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 


Inte ionates Aktenzeichen I 

PCT/cr 9o/0bo0J 


[a klassifizierungoesanmeldungsgegenstandes 
TPK 6 C 1201/68 

1 Nach der Internationalen Patentklassif ikatton (IPK) Oder nach der nationaten Klassif ikatton und der IPK _ m 


1 B. RECHERCH1ERTE GEBIETE , __— — — 


Recherchierter Mindestprufstoff (Klassitikatlonssystem und Klassifikationssymboie ) | 

IPK 6 C12Q 


Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehorende Veroffentlichungon, soweit diese unter d.e recherch»rten Gebiete fallen J 


Wahrendder internationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegnffe) j 


C ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN _ r 




Kategorie 0 


Bezeichnung der Verotfentlichung, soweit ertorderiich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 


Betr. Anspruch Nr. j 


X 
Y 


WO 96 00298 A (INNOGENETICS NV ; JANNES 

GEERT (BE); ROSSAU RUDI (BE); HEUVERSWYN 

H) 4. Januar 1996 

in der Anmeldung erwahnt 

siehe Seite 41, Zeile 30 - Seite 42, Zeile 

16; Anspriiche 33,34 

siehe Seite 95 

siehe Seite 71 

siehe Seite 1, Zeile 1 - Seite 3, Zeile 23 
siehe Seite 53, Zeile 16 - Seite 54, Zeile 
4; Beispiele 2,9 
siehe Seite 91, Spalte 9-22 

-/-- 


1,5,6 
10 


1 y| We 


tereVerSffentlichungensindderFortsetzungvonFeldCzu fif] Siehe Anhang Patentfamitie 


1 • Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungon : i s ^ 1 ^^SSISSmm verdftentiicht worden ist und mit der 

"A" Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik deftntert. Anmetdung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstandnis des der 
I aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
1 "E" alteres Dokument, das jedoch erst am Oder nach dem internationalen Theorie angegeben ist r-« ir ^ mn 
E Anr^ldeSatum veroffentHcht worden ist - x - veroffentlichung von besonderer Bedeutung; ^a^chte Erfindung 
»L" veroffentlichung, die geeignet ist. einen Prtontatsanspmch zweKelhaft er- ka^altein aufgmnddieser neu oderauf 
sXirwnzutassen,^lefdurch die das Veroffentlichungsdatum einer erftndenscher Tat.gkeU beruhend betrachtet werden 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden - Y - veroffertlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
soil oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie Kann njC ht als auf erfinderischer benA^^ 
1 auaoef iihrt^ werden. wenn die Veroffentlichung mit einer oder menreren anderen 
-O" VeVoffentlicnung, die sich auf eine mundliche Offenbarung. Verdffontlichungen diese r Kateqorie in V?*^unfl L 9 £ T Wfd ^ 
einVBenutzung. eine Ausstellung oder andere Maflnahmen bezieht diese Verbindung fur einen Fadhmann naheliegend ist 
I - p - veroffentlichung, die vor dem internationalen Anmetdedatum, aber nach M&- Vero ft er rtH C hung, die Mitgited derseiben Patentfamilie tst j 
dem beansoruchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist 


1 Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 

1 2. Juli 1999 


Absendedatum des internationalen Rechercnenberichts 1 

19.07.99 


1 Name und Postanschrift der Internationalen Rechercnenbehdrde 
Europaisches Patentamt, P.B. 581 8 Patentlaan 2 

I NL - 2280 HV Rijswijk 

Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 


Bevollmachtigter Bediensteter 

Reuter, U 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Intt 



Jonales Aktenzeiehen 



PCT/EP 98/06863 



C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie* 



Bezeichnung der Veroff entltchung, soweit erforderltch unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



WAGNER M ET AL: "Development of an 
rRNA-targeted oligonucleotide probe 
specific for the genus Acinetobacter and 
its application for in situ monitoring in 
activated sludge." 

APPLIED AND ENVIRONMENTAL MICROBIOLOGY, 
(1994 MAR) 60 (3) 792-800., XP002096198 
siehe das ganze Dokument 

IBRAHIM A ET AL: "Phyl ogenetic 
relationship of the twenty-one DNA groups 
of the genus Acinetobacter as revealed by 
16S ribosomal DNA sequence analysis." 
INTERNATIONAL JOURNAL OF SYSTEMATIC 
BACTERIOLOGY, (1997 JUL) 47 (3) 837-41., 
XP002096199 

siehe Seite 840, Zeile 53 - Seite 841, 

Zeile 31; Abbildung 3 

siehe Seite 837 - Seite 839, Zeile 5 

GUSCHIN D Y ET AL: "OLIGONUCLEOTIDE 
MICROCHIPS AS GENOSENSORS FOR 
DETERMINATIVE AND ENVIRONMENTAL STUDIES IN 
MICROBIOLOGY" 

APPLIED AND ENVIRONMENTAL MICROBIOLOGY, 
Bd. 63, Nr. 6, Juni 1997, Seiten 
2397-2402, XP002064989 
siehe das ganze Dokument 



W0 95 34574 A (MICROPROBE CORP ;BRITISCHGI 
THERESA B (US); CANGELOSI GERARD A (US) 
21. Dezember 1995 
siehe Seite 42; Tabelle 5 

RAINEY F A ET AL: "The phyl ogenetic 
structure of the genus Acinetobacter" 
FEMS MICROBIOLOGY LETTERS, (1994 DEC 15) 
124 (3) 349-53., XP002096200 
siehe das ganze Dokument 

ENRIGHT M C ET AL: "PHYLOGENETIC 
RELATIONSHIPS BETWEEN SOME MEMBERS OF- THE 
GENERA NEISSERIA, ACINETOBACTER, 
MORAXELLA, AND KINGELLA BASED ON PARTIAL 
16S RIBOSOMAL DNA SEQUENCE ANALYSIS" 
INTERNATIONAL JOURNAL OF SYSTEMATIC 
BACTERIOLOGY, 

Bd. 44, Nr. 3, Juli 1994, Seiten 387-391, 
XP000605280 

siehe Zusammenf as sung; Tabelle 1 

-/-- 



Betr. Anspruch Nr. 



1,5,6 



13 



I, 5,6, 

II, 14 



10 



1-3,5,6, 
11,12 

1-4 



I, 5,6, 

II, 13,14 



I, 5,6, 

II, 13,14 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Irttc donales Aktenzelchen 

PCT/EP 98/06863 



C.(Fortseteung) ALS WESENTLICH ANQESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie* I Bezetchnung der VerdftGrttichung. soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Tetle 



Betr. Anspruch Nr. 



p,x 



US 5 541 308 A (HOGAN JAMES J ET AL) 

30. Jul i 1996 

siehe Zusammenfassung 

siehe Spalte 1 - Spalte 2, Zeile 6 

siehe Spalte 5, Zeile 43 - Spalte 8, Zeile 

6 

EHRMANN M ET AL: "REVERSE DOT BLOT 

HYBRIDIZATION: A USEFUL METHOD FOR THE 

DIRECT IDENTIFICATION OF LACTIC ACID 

BACTERIA IN FERMENTED FOOD" 

FEMS MICROBIOLOGY LETTERS , 1994 , Seiten 

143-149, XP000612834 

siehe Zusammenfassung; Abbildung 1; 

Tabelle 2 

BRAUN-HOWLAND E B ET AL: "USE OF A 
SIMPLIFIED CELL BLOT TECHNIQUE AND 16S 
RRNA-DIRECTED PROBES FOR IDENTIFICATION OF 
COMMON ENVIRONMENTAL ISOLATES" 
APPLIED AND ENVIRONMENTAL MICROBIOLOGY, 
Bd. 59, Nr. 10, Oktober 1993, Seiten 
3219-3224, XP000604178 
siehe das ganze Dokument 

Database Empatent 
Entry E04712 

Acc. Nr. E04712, 08-10-1997 

"Probe DNA for drug sensitivity analysis" 

XP002108049 

siehe Zusammenfassung 

& JP 1993 000 100 A (NIPPON FLOUR MILLS CO 
LTD) 8. Januar 1993 

WO 93 04199 A (SCIENT GENERICS LTD) 
4. Marz 1993 
siehe Bei spiel 4 

EP 0 318 245 A (ML TECHNOLOGY VENTURES) 
31. Mai 1989 
siehe Bei spiel 1 

WO 97 41253 A (MIRA DIAGNOSTICA GMBH 

;LEISER ROBERT MATTHIAS (DE); SPERVESLAGE 

JE) 6. November 1997 

1n der Anmeldung erwahnt 

siehe das ganze Dokument 



I, 5,6, 

II, 13,14 



1-3,5,6, 
11 



1-3,5, 
13,14 



1-4 



1-4 



1-4 



1-13 
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INTERNATIONALE!) RECHERCHENBERICHT 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 98/86863 



Feld I Bemerkungen zu den AnsprQchen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1) 



GemaB Artikel 1 7(2)a) wurde aus folgenden Grunden fur beatimmte Anspruche kein Recherchenbericht erstellt: 
1 . I Anspruche Nr. 

weil sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche cfie Behdrde nicht verpflichtet ist, namlich 



2. | | Anspruche Nr. 

weii sie sich auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
daB eine sinnvolle intemationale Recherche nicht durchgefQhrt werden kann, namlich 



3. Anspruche Nr. 

weil es sich dabei urn abhangige Anspruche handert, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind. 



Feld il Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkert der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die intemationale Recherchenbehdrde hat festgestellt, daB diese intemationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthaft: 

siehe Zusatzblatt 



1 . I I Da der Anmelder alle erforderlichen zusatzlichen RecherchengebQhren rechtzertig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 

■ ' intemationale Recherchenbericht auf alte recherchterbaren Anspruche. 

2 I I Da far alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte, der eine 

* 1 1 zusatzltche Recherchengebohr gerechtfertigt hatte, hat die Behdrde nicht zur Zahlung einer solchen GebQhr aufgefordert. 



3. 1 y I Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzertig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
intemationale Recherchenbericht nur auf die Anspruche, fur die Gebuhren entrichtet worden sind, namlich auf die 
Anspruche Nr. 

1-14 



4. 1 | Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzertig entrichtet. Der intemationale Recher- 
chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden AnsprQchen er- 
faBt: 



Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt 

| | Die Zahlung zusatzficher Recherchengebuhren erfolgte ohne Widerspruch. 
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Die intemationale Recherchenbehorde hat festgestel 1 t, daB diese 
Internationale Anmeldung mehrere (Gruppen von) Erfindungen enthalt, 
namlich: 

1. Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 1), Nachweisverfahren die dieses 
Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die dieses 
Oligonukleotid beinhalten. 



2. Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 2), Nachweisverfahren die dieses 
Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die dieses 
Oligonukleotid beinhalten. 



3. Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 3), Nachweisverfahren die dieses 
Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die dieses 
Oligonukleotid beinhalten. 



4. Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 4), Nachweisverfahren die dieses 
Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die dieses 
Oligonukleotid beinhalten. 



5. Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 5), Nachweisverfahren die dieses 
Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die dieses 
Oligonukleotid beinhalten. 



6. Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 6), Nachweisverfahren die dieses 
Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die dieses 
Oligonukleotid beinhalten. 



7. Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 7), Nachweisverfahren die dieses 
Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die dieses 
Oligonukleotid beinhalten. 



8. Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 
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Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 8), Nachwei sverf ahren die dieses 
Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die dieses 
Oligonukleotid beinhalten. 


9. Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 




Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 9), Nachwei sverf ahren die dieses 
Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die dieses 
Oligonukleotid beinhalten. 


10. Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 




Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 10), Nachwei sverf ahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 


11. 


Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 11), Nachwei sverf ahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 


12. 


Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 12), Nachwei sverf ahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 


13. 


Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 13), Nachwei sverf ahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 


14. 


Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 14), Nachwei sverf ahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 


15. 


Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 15), Nachwei sverf ahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 


16. 


Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 
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Oligonukleotid (SEQ.ID* Nr. 16), Nachweisverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



17. Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.IO. Nr. 17), Nachweisverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 

18. Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 18), Nachweisverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 

19. Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 19), Nachweisverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 

20. Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 20), Nachweisverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 

21. Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 21), Nachweisverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 

22. Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 22), Nachweisverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



23. Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 23), Nachweisverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 
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24. Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 24), Nachweisverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



25. Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 25), Nachweisverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



26. Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 25), Nachweisverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



27. Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 27), Nachweisverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



28. Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 28), Nachweisverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



29. Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 29), Nachweisverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



30. Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 30), Nachweisverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



31. Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 31), Nachweisverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 
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32. Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 32), Nachwei sverf ahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 

33. Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 33), Nachwei sverf ahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 

34. Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 34), Nachwei sverf ahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 

35. Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 35), Nachwei sverf ahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 

36. Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 36), Nachwei sverf ahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 

37. Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 37), Nachwei sverf ahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 

38. Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 38), Nachwei sverf ahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 

39. Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 39), Nachwei sverf ahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 
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40. Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 40), Nachweisverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



41. Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 41), Nachweisverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



42. Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 42), Nachweisverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



43. Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 43), Nachweisverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



44. Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 44), Nachweisverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



45. Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 45), Nachweisverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



46. Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 46), Nachweisverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



47. Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 47), Nachweisverfahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
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dieses Oligonukleotid beinhalten. 



48. Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 48), Nachwei sverf ahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



49. Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 49), Nachwei sverf ahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



50. Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 50), Nachwei sverf ahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



51. Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 51), Nachwei sverf ahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



52. Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 52), Nachwei sverf ahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



53. Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 53), Nachwei sverf ahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



54. Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 54), Nachwei sverf ahren die 
dieses Oligonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses Oligonukleotid beinhalten. 



55. Anspriiche: 1, 5-14 (teilweise) 

Oligonukleotid (SEQ.ID. Nr. 55), Nachwei sverf ahren die 
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dieses 01 igonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses 01 igonukleotid beinhalten. 

56. Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

01 igonukleotid (SEQ.ID. Nr. 56), Nachwei sverf ahren die 
dieses 01 igonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses 01 igonukleotid beinhalten. 

57. Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

01 igonukleotid (SEQ.ID. Nr. 57), Nachwei sverf ahren die 
dieses 01 igonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses 01 igonukleotid beinhalten. 

58. Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

01 igonukleotid (SEQ.ID. Nr. 58), Nachwei sverf ahren die 
dieses 01 igonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses 01 igonukleotid beinhalten. 

59. Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

01 igonukleotid (SEQ.ID. Nr. 59), Nachwei sverf ahren die 
dieses 01 igonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses 01 igonukleotid beinhalten. 

60. Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

01 igonukleotid (SEQ.ID. Nr. 60), Nachwei sverf ahren die 
dieses 01 igonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses 01 igonukleotid beinhalten. 

61. Anspruche: 1, 5-14 (teilweise) 

01 igonukleotid (SEQ.ID. Nr. 61), Nachwei sverf ahren die 
dieses 01 igonukleotid benutzen und Substrate und Kits die 
dieses 01 igonukleotid beinhalten. 

62. Anspruche: 1, 5-10, 13 (teilweise) 

01 igonukleotid (SEQ.ID. Nr. 62), Nachwei sverf ahren die dieses 
01 igonukleotid benutzen und Substrate und Kits die dieses 
01 igonukleotid beinhalten. 

63. Anspruche: 2-4 (komplett), 1,5-13 (teilweise) 
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In Tabelle 1 angegebene Kombinationen von spezifischen mit 
kreuzreaktiven, unspezif ischen 16S-RNA Sonden, 
Nachwei sverf ahren die diese Sondenkombinationen benutzen und 
Substrate und Kits die diese Sondenkombinationen beinhalten. 
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